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@) DENDRIMERES PHOSPHORES ET LEURS APPLICATIONS COMME AGENTS DE TRANSFECTION. 

(§) Dendrimeres phosphores et leurs applications, com- 
me,ag^/its* de.transfectioa.de. g^nes, in.,vitro,et in vivo, .y.* . . „- . 
compris dans le traitement des maladies humaines et ani- 
mates. Lesclits agents ou vecteurs sont notamment aptes a 
dispenser a des cellules cibles convenables, des sequen- 
ces d'acide nucleique d'interet. 
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Toutefois, il ressort de la litterature que ces dendrimeres phosphor*, 
non solubles dans l'eau, ne peuvent etre utilises comme agents de transfection. 

Dans le cadre de leur recherche, les Inventeurs ont maintenant 
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ses au niveau des couches internes et qui comprennent des amines tertiaires protonees 
comme terminaisons presentent des proprietes particuliejement interessantes, en tant 

que vecteurs de transfer! d'acides nucl6ique. 

La presente invention a pour objet des dendrimeres phosphores 

polycationiques, caracterises en ce qu'ils sont constitues : 

- d'une couche centrale sous la forme d'un noyau Po comprenant 2 a 

8 groupements foncuonnalises et notamment le groupement de formule genende la : 

y 

/ ^ ^ a) / 

ou le groupement de formule generate lb : S=P^ 
- de n couches intermediaires, identiques ou differentes, chacune 
desdites couches intermediaires etant constitute d'unites PI repondant a la formule II : 
L-M -C = N - N— P<f 

Ri Rz E 

dans laquelle : 

L estun atoms d'oxygene, de phosphore ou de soufre, 
M repr6sente l'un des groupes suivants : 

* un groupe aromatique di-, tri- ou tetrasubstitue par des groupes 
alkyles, des groupes alcoxys, des groupements insatures du type 
olefmique en C-C.2, azoique, acetylenique, tons ces groupes 
pouvant incorporer ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, 
d'azote, de soufre ou des halogenes, ou 

• un groupe alkyle ou alcoxy comportant plusieurs substituant tels 
que defirris lorsque M est un groupe aromatique, 
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Ri et R 2 , qui peuvent etre identiques ou differents, represented un 
atome d'hydrogene ou Tun des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, comportant ou 
non des atomes de phosphore, d'oxygene, de soufre, d'azote ou des halogenes avec R 2 

et£uit1^plTis"SOUvent xtifferent-deRn - 

5 n est un nombre entier compris entre 1 et 1 1, 

E est ua atome d'oxygene, de soufre ou 41 azote, ledit atome d'azote 
pouvant etre lie a un groupe alkyle, alcoxy ou aryle, tous ces groupes pouvant incor- 
porer ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, d'azote, de soufre ou des halo- 
genes, 

10 - une couche externe constitute d' unites P2, identiques ou diffe- 

rentes, et repondant a la formule III : 



r 



15 



N — W — N 



Rs 



R4 



X 



Rs 



(III) 



dans laquelle : 

Rs represente un atome d'hydrogene ou Tun des groupes suivants : 
20 alkyle, alcoxy, aryle, ces groupes comportant ou non des atomes de phosphore, 
d'oxygene, d'azote, de soufre ou des halogenes, 

W represente Fun des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, tous 
ces groupes comportant ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, d'azote, de 
soufre ou des halogenes, 
25 R3 et R4 qui peuvent etre identiques ou differents represented un 

groupe enCi-Cs, 

X represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C5 ou 

est nul et 

Z represente un ion halogenure, un groupe alkylCOO" ou tout autre 
30 groupement anionique comportant des atomes de carbone, d'oxygene, de soufre, 
d'azote, de phosphore ou d'halogenes, ou est nul. 

Un groupe de formule II prefere est notamment le groupe suivant : 
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CH=N- N P )N ^ 



Urgfo^edefo^rmul^llp^ 

HN-(CHz)[>— NX 
'J Ltecomposes represent, des dendrtaeres e« sont notanunen. 

,o -"--""CI «*- * — de fomule gWrale 

KO- — .« grouped — «»• ^ ^ iS0Pr0!,0Xy - " U,0Xy ' 

B See con,enan t ^ » — * — ^ ~ ^ "^JT 

^ ^ Tp-ion deafcne P. — . - radica, pbeny* «~ 

„*— s^tue par un ou plusieurs radical aico yl e, a.coxy.e ou par - d. 
20 chlore, de bron* ou de floor, ou - radica. » q ue a 5 ou6 

.dieaux on peu« cite, les radicaux pheny.e, (o-, nr-, ou p., m eu,oxypneny,e, 
(34- 2-o,2,3-)d i m6 Ul oxyph=nyle,(o-,m-,oup-)«olyl=.«^.P>™ 1 i''- 

On pou, obtenir ptasieurs types de produus desfcnes de manure 
25 ge^e par .a fonnu.e A-[GJ, dans ,a,ue„e A defnu, .« *pe d'uniU «** « «. 
defini, .e nombre de coucbes d-uni,es uuennediabes P. (correspondent au nombre 
geuerauons) : ^ ^ ^ ^ ^ ^ de 

fonnuje III, dans lesquelles X represent un atome d'bydrogene, p est egal a 2, R, « 
tormuiem,u n. r tlw , e 7 es t un ion chlorure et n est un 

30 R4 sent identiques et represented des groupes ethyle, Z est 

nombre entier compris entre 1 et 10 (voir la figure 3) ; 
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- la serie des composes 3-[G n ] presente des unites terminates de 
formule III, dans lesquelles X est vide, p est egal a 2, R 3 et R4 sont identiques et repr6- 
sentent des groupes ethyle, Z est vide et n est un nombre entier compris entre 1 et 10 

(-voir~la-figure-3)~ 

5 - la serie des composes 4-[G n ] presente des unites terminates de 

formute III,» dans* lesquelles X represente un groupe methyle, p est egal k 2, R3 et R4 
sont identiques et represented des groupes ethyle, Z est un ion iodure et n est un 
nombre entier compris entre 1 et 10 (voir la figure 3) ; 

- la serie des composes 5-[G n ] presente des unites terminates de 
10 formule III, dans lesquelles X represente un groupe methyle, p est egal a 2, R3 et R4 

sont identiques et representent des groupes ethyle, Z est un groupe CH3COO* et n est 
un nombre entier compris entre 1 et 10 (voir la figure 3). 

- la serie des composes l-[Gn] presente des unites terminates CI2 et 
n est un nombre entier compris entre 1 et 10 (voir la figure 3) (produits intermediates 

15 pour la preparation des dendrimeres selon Tinvention). 

Les dendrimeres phosphores polycationiques selon T invention 
presentent un certain nombre d'avantages par rapport aux dendrimeres de Tart ante- 
rieur utilises comme vecteurs de gdnes : 

- ils sont isomoleculaires et sont de ce fait reproductibles (degre de 

20 purete eleve), 

- ils sont charges, ce qui leur confere une affinite particuliere vis-a- 
vis des acides nucleiques a transferer et done une bonne qualite de transporteur, 

- ils sont fonctionnalisables aussi bien en surface qu'au niveau des 

couches internes, 

25 - ils sont solubles dans Teau sans degradation dans une large gamme 

de pH (3 a 12) (stabilite en solution aqueuse pendant plusieurs mois). Ceci represente 
un net avantage par rapport aux dendrimeres de type PAMAM qui doivent etre degra- 
des thermiquement (etape peu reproductible) pour donner des composes actifs en 
transfection, 

30 - ils sont peu cytotoxiques (viabilite des cellules transferees supe- 

rieure a 80 %). 
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Les dendrimeres phosphores selon finvenrion peuven. toe obtenus, 
de manure reproducible, par croissance con.r8.ee de .a suture dcndnmerique par 
ajout de couches successive* de motifs ou uui.es * *»* ™ 

-^rocTunoy^cehW^^ 

3 h exac M oroc,c 1 o«ripbo S phaz 4 ne (MjPj) modifiee par ,e ^yiaruruomurn de 4- 

VI. Ce noyau ,ui compreud 6 foncnons aldehyde , 
luraies es. mis en comae, avec un dipbosphonoaiicyihydrazide de formufcW 
^(rtWA pour produire . dendron comport des uru.es Krrrunaies 
dichloroOuophosphine P(S)Ch, ,ui peuven, toe .rises e„ comae, a nouveau avec un 
,„ se. de 4-hydroKybenza.dehyde de formale VI, pour produire par irtraUoa chaque 
1U _ , 4re 0 tme otme 4 feme et5 *«« generations dedendnmere 

operation de dendrimeres. Les 1 , 2 , J , *» > <=> 

6 12 24 48 et 96 unites terminates Ch, qui peuvent etre 
comprennentrespectivement6,12,24,45e^o 

traitees avec du RN-cnalkylethylenediamine, pour produire des dendrimeres cafco- 

niquesapresprotonation:^^^ 

Ces dendrimeres phosphores polycationiques ont 12, 24, 48, 96 
192 charges positives peripheriques respectivement pour les 1 ,2 . . 

5* mc generations de dendrimere. 

Les formes melhylees (5-[0,] 4 5-[G,]) son. preparees 4 part,, des 

amines .erminaies neurres correspondan.es (HO,] 4 HGsl) par une 
2o presence d'iodure de memyie, suivie dun ecnanges iodu.es/aceu.es a . a,de d une 

resine convenable (voir exemple 1). 

La purete et 1'integrite des dendrimeres est verifiees par une analyse 

spectralerNMR'H/^et 31 ?. 

Seulement 8 a 10 % des branches terminates des dendrimeres 

25 methyle* (5-[G,] a 5-[G 5 ] presentent un deficit en groupes methyles. 

De maniere plus precise, les dendrimeres selon .'invention peuvent 

etre prepares de la maniere suivante : 
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(1) reaction d'un produit de formule V 



Ri Ri 

V- 




dans lequel RI represente un groupement comprenant une fonction 
5 aldehyde, de formule VI : 




CHO 



(VI) 

pour obtenir un produit de formule VII N 3 P3(OC6H4CHO)6 compre- 
nant 6 fonctions aldehydes (couche centrale constitute d'un noyau Po ; figure 3), 
10 (2) reaction du produit de formule VII obtenu en (1) avec un 

diphosphonoalkylhydrazide de formule VIII H 2 N-N(R2)-P(S)Ch pour produire un 
dendron de type l-[G n ] comportant des unites terminates CI2, 

(3) reiteration des 6tapes (1) et (2) sur le produit obtenu en (2) pour 
produire un nombre n de couches intermediates ; les l* rc , 2 6mc , 3* mc , 4* me , et 5 dme gene- 

15 rations de dendrimere comprennent respectivement 6, 12, 24, 48 et 96 unites termi- 
nates Cl^et 

(4) traitement desdites unites terminales Cl 2 avec du N,N-dialkyl- 
ethylenediamine, pour produire des dendrimeres cationiques selon T invention apres 
protonation. 

20 La presente invention a egalement pour objet une composition 

capable d'agir comme agent de transfection d'une sequence d'acide nucleique vers 
une cellule eucaryote, caracterisee en ce qu'elle comprend un acide nucteique et un 
dendrimere phosphore polycationique tel que defini ci-dessus, operativement couple 
audit acide nucleique. 
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Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition, elle 
comprend en outre au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite composi- 

5 dendrimere (amines chargees) et P correspond aux groupes phosphates dudit ac.de 
nucleique,estcomprisentre5etl0. • *. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladrte cona- 
tion elle comprend en outre un agent de permeabilisation de la membrane capable de 
transporter ledit acide nucleique a travers les membranes cytoplasmiques ou endoso- 
10 males de ladite cellule eucaryote. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladrte 
composition, ledit dendrimere phosphore polycationique est associe de mamere non- 
covalenteavec ledit acidenucliique. 

De mamere avantageuse, les dendrimeres phosphores polycano- 
,5 niques selon Invention, selectionnea dana la sine 2-[OJ dans laquelle n - 3-5 sent 
plculierement infants comma vectors de unnsferi d'acde nucleique, alors que 
L dendrimeres de .a serie 5-[0„] son, toxiques et reUtivemea. ineffieaees dans ia 
^faction d'acides nucleiques dana des ceUnles eucaryotes ansai bien en 1 absence 

qu' en presence de serum. 
, 0 Ce phenomene est pent-Sire lie a une forte densite en cbargea pos- 

nvea stablea, qui peuven, entrainer .•eclatemen, de la membrane ce.lu.aire et condone 
ainsi a one mort de I. ceUu,e. La diminudoo de U denaW de charge n'es, pas poss,b e 
poor .es produiu aKy.es sans degradation des dendrimeres, tandis que .a demnte de 
charge de la serie 2-[Gn] peu, 6<re modolee par des modifications micro-en— 
25 menses du pH au niveau de .a membrane ceUulaire. De plus, la possibility de modu- 
,er la densite de charge de cette serie de dendrimeres pent constituer un facteur de 
^ m Hberation du gene transport, dans les endosomes. Ces dendrimeres agrssen, 
ainsi peut-«re conune un reservoir de protons dans les compartment celluhures, leur 
densite de charge etant contrtilee par les pompes a protons dependant de FATPase =, 
» par des modifications de la concentration innaeellulaire en chlorure, La poaatbthte de 
rfduire !a denaite de charge cafionique de ces dendrimeres a 1'exterieur e, » Hnteneur 
des cellules devrai, Stre favorablea pour leur utilisation in vivo. 
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Outre les dispositions qui precedent, P invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 

dessins-annexes;-dans4esquels-: 

5 - la figure 1 illustre la structure du noyau central P 0 (N3P3) et un 

dendrimere*selon V invention de type 3-[G2] ; 

- la figure 2 illustre un dendrimere selon P invention de type 2-[G 4 ] ; 

- la figure 3 illustre un procede de preparation des dendrimeres selon 

P invention ; 

10 - la figure 4 illustre les proprietes de transfert de gene des dendri- 

meres de type 2-[G n ], en presence de serum (parties droites des figures 4A et 4B) ou 
en Pabsence de serum (parties gauches des figures 4A et 4B) ; 

- la figure 5 illustre les proprietes de transfert de gene des dendri- 
meres de type 5-[G n ], en presence de serum (parties droites des figures 5A et 5B) ou 

15 en 1' absence de serum (parties gauches des figures 5A et 5B). 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
vuniquement k titre d* illustration de P objet de Pinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Preparation des dendrimeres selon Pinvention* 

20 - Methodes generates et produits utilises 

Toutes les manipulations ont ete realisees par des techniques 
courantes dans des conditions sous vide pousse ou sous argon. Les spectres de RMN 
d ,l H de 3l P et de l3 C ont ete enregistres par des spectromfctres de marque Brucker 
(AC80, AC200 et AC250). Les deplacements chimiques en RMN du 3I P des reactifs 

25 sont exprimees en ppm par rapport a 85% de H3PO4. La numerotation utilisee pour la 
RMN est detaillee sur la figure 1. Les dendrimeres l-[G n ] ont ete synthetises selon les 
protocoles publies (16, 17). Dans Pabreviation l-[G n ], le chiffre 1 correspond a un 
dendrimere avec des extremites CI, 2, 3, 4 ou 5 pour des extremites -NH(Et) 2 ] + (C1-), 
N(Et) 2 , -NMe(Et) 2 ] + (I") ou -NMe(Et) 2 ] + (OAc"), respectivement et n correspond au 

30 nombre de generations du dendrimere (nombre de couches intermediaires). L'iodure 
de methyle et la N, N-diethyl&hylenediamine ont ete fournis par Aldrich et la resine 
AG1-X8, au fort pouvoir echangeur d'anion, par Biorad. 
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- Procedures generates pour la synthese des produits de type 2-[G„] 
De la N, N-diethylethylenediamine (n=l, 93^1, 0,66 nunol ; n=2, 
71 pi. 0,5mmol; n=3, 68 ul, 0,48 mmol ; n=4, 61 ul, 0,43mmol, n=5, 60 ^ 

5 100 mg de dendrimere l-[G„] (n=l, 55 umol ; art. 21 umol ; n=3, 10 umol ; n=4, 
4,5^0^x1=5, 2,2^inol) dans 15 ml de THF distille (THFA), sous forte agitationY - 
Apres une nuit d'agitation a temperature ambiante (RT), le solvant a ete elimine par 
filtration. La poudre blanche a ete lavee deux fois avec 20 ml de THF distille et sechee 
par evaporation. Les protons produits pendant la reaction de couplage ont ete pieges 

,0 par les residus amines tertiaires terminaux, par consequent les dendrimeres 2-[G n ] ont 

ete obtenus sous forme de chlorures. 

La premiere generation de dendrimere 2-[G!l est obtenue avec un 

rendement de 80 %. Les donnees NMR sont les suivantes : 
31p {lH} NMR (CD 3 OD): 5 = 7.9 (P 0 ), 69.6 (Pi). 
15 1HNMR (DIVISOR): 8 = 1-3 (t, = 6.3 Hz, 72 H, CH 2 Ctf 3 ), 3-0-3.5 (m, 114 H, 
CH3-N-P1, CH 2 ), 5.7 (br m, 12 H, N-H), 7.1 (d, Vhh " *- 4 Hz, 12 H, C 0 2 -H), 7.9 
(s, 6 H, CH=N), 7.9 (d, 3^ = 8.4 Hz, 12 H, C 0 3-H), 10.8 (br s, 12 H, +N-H). 
13 C {lH} NMR (CD3OD): 8 = 9.7 (s, CH 2 CH 3 ), 33.3 (d, 2/ CP1 = 10.3 Hz, CH3-N- 
Pl ), 37.9 (s, CH2-N-P0, 49.5 (s, CH 2 CH 3 ), 53.9 (d, 3j CP1 = 6.2 Hz, CH 2 -CH 2 -N- 
20 PO, 122.6 (s, Co 2 ), 129.8 (s, C 0 3), 135.0 (s, C 0 4 ), 139.3 (d, 3/ CP1 = 11.6 Hz, 
CH=N), 152.4 (d, 2/CPO = 73 H *> C 0 l ) : 
UV-vis (H 2 0): W (e, M-l x cm"*) 284 nm (1.2 x 105). 

Deuxieme generation de dendrimere 2-[G 2 ] (rendement = 95% ) : 

31p {lH} NMR (CD3OD): 8 - 8.5 (P 0 ), 62.0 (Pi), 69.6 (P 2 ). 
25 lH NMR (DMSO-rf 6 ): 5=1.3 (br s, 144 H, CH 2 Ci/ 3 ), 3.0-3.6 (br m, 246 H, CH3-N- 
P 1>2 , CH 2 ), 5.6 (br m, 24 H, N-H), 7.0-7.4 (br m, 36 H, C 0 2 -H, Ci 2 -H), 7.7-8.2 (m, 
54 H, CH=N, Co 3 -H, C^-H), 10.7 (br s, 24 H, +N-H). 
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13C { ! H} NMR (CD 3 OD): 5 = 9.6 (s, CH 2 CH 3 ), 33.0 (d, V CP2 = 10.6 Hz, CH3-N- 
P 2 ), 34.2 (d, 2/ Cpi = 11.8 Hz, CH3-N-P1), 37.8 (s, CH 2 -N-P 2 ), 49.2 (s, CH 2 CH 3 ), 

53,9 (d, 3j rp2 = 6.3 Hz, CH7-CH9-N-P7), 122.8 (s, C n 2 ), 123. 0 (d, 3y cpi = 3.0 Hz, 

C L 2), 129.7 (s, Ci3), 130.0 (s, C 0 3 ), 134.3 (s, C 0 4 ), 135.0 (s, C^), 139.1 (d, 3 ./ CP2 = 
5 12.5 Hz,'CH=N); 14r.3 (d, 3^, pi = 15.4 Hz, CH=N), 152.6 (d, 2 J£?l = 7*3 Hz, : 
C L 1), 152.6(s, Cq 1 ). 

UV-vis (H 2 0): (e, M" 1 x cm* 1 ) 284 nm (3.1 x 10 5 ). 

Troisieme generation de dendrimere 2-[G3J (rendement = 95%) : 

31p {lH} NMR(CD 3 OD): 5 = 8.6 (P 0 ), 61.5 (Pi), 62.3 (P 2 ), 69.5 (P 3 ). 
«o 1 H NMR (DMSO-c/ 6 ): 8 = 1 .3 (br s, 288 H, CH 2 C// 3 ), 3.0-3 .5 (br ra, 5 1 0 H, CH3-N- 

Pl,2,3> CH 2 ), 5.7 (br s, 48 H, N-H), 7.0-7.5 (br m, 84 H, C 0 2 -H, C^-H, C 2 2 -H), 

7.7-8.2 (br m, 126 H, CH=N, C 0 3 -H, C^-H, C 2 3-H), 10.8 (br s, 48 H, +N-H). 

13 C OH} NMR (CD3OD): 8 = 9.6 (s, CH 2 CH 3 ), 33.1 (d, V C P3 = 9.4 Hz, CH3-N- 

P 3 ), 34.2 (m, CH 3 -N-P 1>2 ), 37.6 (s, CH 2 -N-P 3 ), 49.2 (s, CH 2 CH 3 ), 53.7 (d, 3y cp3 - 
15 6.3 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 3 ), 123.2 (br s, C 0 2 , C x \ C 2 2 ), 129.6 (br s, C 0 3 , Ci 3 , C 2 3), 

134.0 (s, C 0 4 , C1 4 ), 134.8 (s, C 2 4 ), 139.0 (br s, C 2 4 -CH=N), 141.4 (br s, CH=N), 

152.4 (d, 2j Qp2 = 7.3 Hz, C 2 1), 152.8 (br s, Co 1 , C x »). 

UV-vis (H 2 0): X max (s, M" 1 x cm" 1 ) 286 nm (7.3 x 10 5 ). 

Quatrieme generation de dendrimere 2-[G4] (rendement = 95%). 
20 31 P { !H} NMR (CD 3 OD): 8 = 8.4 (P 0 ), 62.0 (Pi >2>3 ), 69.4 (P 4 ). 

!H NMR (DMSO-rf 6 ): 6= 1.3 (br s, 576 H, CH 2 C# 3 ), 3.0-3.5 (m, 1038 H, CH 3 -N- 

p l,2,3,4> CH 2 ), 5.6 (br s, 96 H, N-H), 7.0-7.5 (br m, 180 H, C 0 2 -H, C^-H, C 2 2 -H, 

C 3 2-H), 7.7-8.2 (m, 270 H; CH=N, C 0 3-H, C^-H, C 2 3-H, C 3 3 -H), 10.8 (br s, 96 H, 

+N-H). 

25 13c { lH> NMR (CD 3 OD): 8 = 9.7 (s, CH 2 CH 3 ), 33.2 (d, 2 y CP4 = 9.2 Hz, CH3-N- 



BNSDOCID: <FR 2801592A1_I_> 



2801592 



13 



P 4 ), 34.3 (d, Vc? = 10-1 Hz, CH 3 -N-P 1,2,3), 37.7 (s, CH 2 -N-P 4 ), 49.2 (s, 
CH 2 CH 3 ), 53.8 (d, 3J CP4 = 5.5 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 4 ), 123.1 (br s, C 0 \ C 2 \ 

^2^.-7-^-^ 



139.2 (br s, C 3 4-CH=N), 141.5 (br s, CH=N), 152.5 (d, 3j CP3 = 7.4 Hz, C3I), 153.0 

5 (brs.Co^Cil.C^)- 

UV-vis (H 2 0): W (e, M"l x cm-1) 288 nm (1.7 x 1()6): 

Cinquieme gyration de dendrimere 2-[G 5 ] (rendement = 95%). 

31p {lH} NMR (CD 3 OD): 5 = 62.0 (Pi,2,3,4)> 69 3 ( p 5>- 

1 H NMR (DMSO-J6): 5 = 1.3 (br s, 1 152 H, CH 2 Ctf 3 ), 2.9-3.5 (br m, 2094 H, CH 3 - 
.0 N- Pl 2 3,4,5, CH 2 ), 5.6 (br s, 192 H, N-H), 7.0-7.5 (m, 372 H, C^-H, C^-H, C 2 2- 
H, C 3 2- H, C 4 2-H), 7.7-8.2 (m, 558 H, CH=N, C 0 3-H, C^-H, C 2 3-H, C 3 3 -H, C 4 3- 
H), 10.8 (brs, 192 H.+H-H). 

13 C {lH} NMR (CD 3 OD): 5 = 9.7 (s, CH 2 CH 3 ), 33.2 (br s, CH 3 -N-P 5 ), 34.3 (br s, 
CH 3 -N-Pi 2 3 4), 37-8 (s, CH 2 -N-P 5 ), 49.2 (s, CH 2 CH 3 ), 53.8 (s, CH 2 -CH 2 -N-P 5 ), 
15 123.1 (br s, C 0 2 Ci2 C 2 2, C 3 2, 129.7 (br s, Co 3 , Ci 3 , C 2 3 , C 3 3 , C 4 3 ), 134.2 
(s, C 0 4, C^, C 2 4, C 3 4), 134.9 (s, C4 4 ), 139.2 (br s, C 4 4-CH=N), 141.5 (br s, 
CH=N), 152.5 (s, C 4 1), 153.0 (br s, Co 1 , C^, C 2 ^ , C3I). 
UV-vis (H 2 0): W («. M-l x cm"!) 286 nm (3.3 x 10°). 

- Procedures generates pour la synthase des produits de type 3-{G„] 
20 Une solution de sonde normale (n=l, 372 m, 0,37 mmol ; n=2, 

312 ml, 0,31 mmol ; n=3, 288 ml, 0,29 mmol ; n=4, 288 ml, 0,28 mol ; n=5, 288 ml, 
0 28 mmol) a ete ajoutee gontte a gontte a une solution contenant 100 mg de dendn- 
mere 2-[G»] dans 30 ml d'eau distillee (n=l, 31 mmol ; n=2, 13 mol ; n=6, 6 mmol ; 
n=' 3 mmol ; n=5, 1,5 mmol), sous agitation forte. Le precipite a ete isole par centn- 
25 fugltion et dissous dans du chloroforme, puis la couche organique a ete sechee sur du 
sulfate de sodium, enfin il a ete filtre et seche par evaporation. 

Dendrimere 3-lGiJ (rendement = 80%). 

31p {lH} NMR(CDC1 3 ): 8 = 8.2 (P 0 ),68.3 (Pi). 
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!H NMR (CD2CI2): 8 = 0.9 (t, 3/ H H = 7 0 Hz, 72 H , CH 2 C#3), 2.3-2.5 (m, 72 H, 
Ctf 2 -N(C#2-CH3)2), 2.9 (m, 24 H, CH2-N-PO, 3.1 (d, 3y Hpi = 9.4 Hz, 18 H, CH 3 - 

N-F^G^m^-H-rN-H^^^ 

7.5 (d, V H H = 8.5 Hz, 12 H, C 0 3 -H). 
5 13 C ^ 1 H} nmr (CDCI3): 8 = il.4 (s, CH2CH3), 30.5 (d, 2 J C ?i = Hz, CH3-N- ' 
Pi), 38.4 (s, CH2-N-PO, 46.3 (s, CH 2 CH 3 ), 52.9 (d, 3/cPl = 7.8 Hz, CH 2 -CH 2 -N- 
Pl), 120.8 (s, C 0 2 ), 127.3 (s, C 0 3 ), 132.7 (s, C 0 4 ), 135.4 (d, 3j cpi = 12.5 Hz, 
CH=N), 150.4 (d, 2 y CP0 - 5.1 Hz, Co 1 ). 

Dendrimere 3-[G2l (rendement = 95%). 

10 31 P {1 H } NMR(CDC1 3 ): 5 = 8.4 (P 0 ), 62.9 (P]), 68.1 (P 2 ). 

!H NMR (CD2CI2): 8 « 0.9 (t, Vhh = 7 Hz, 144 H, CH 2 C// 3 ), 2.2-2.5 (m, 144 H, 
C#2-N(C//2CH3)2), 2.9 (m, 48 H, CH 2 -N-P 2 ), 3.0 (d, V H P2 = 9.2 Hz, 36 H, CH 3 - 
.^r-P 2 ), 3.2 (d, = 10 Hz, 18 H, CH3-N-P1), 4.0 (br m, 24 H, N-H), 6.9-7.1 (m, 

36 H, Co 2 -H, Ci 2 -H), 7.4-7.7 (m, 54 H, CH=N, C 0 3 -H, C^-H). 

15 13 C {lH} NMR(CDC1 3 ): 8 = 11.4 (s, CH 2 CH 3 ), 30.6 (d, 2 J CP2 = 10.8 Hz, CH3-N- 
P 2 ), 32.9 (d, V C P1 = 11-8 Hz, CH3-N-PO, 38.3 (s, CH 2 -N-P 2 ), 46.3 (s, CH 2 CH 3 ), 
52.9 (d, 3 J C P2 " 7 8 Hz, CH 2 -CH2-N-P 2 ), 121.1 (s, C 0 2 , C! 2 ), 127.4 (s, Ci 3 ), 128.1 
(s, C O 3),..132.0 Cs„C 0 4 )., 133.1 (s, C^), 135.1 (d, 3 J C P2.= * 2 -4 Hz, CH=N), 138.6 (d, 
3y CP1 = 15.4 Hz, CH=N), 150.3 (d, 2 J Cpi = 7.3 Hz, Ci l ), 151.1 (s, Cq 1 ). 

20 Dendrimere 3-[G3] (rendement = 95%). 

31p {lH} NMR (CDCI3): 8 = 8.5 (P 0 ), 62.9 (Pi >2 ), 68.1 (P 3 ). 

lH NMR (CD 2 C1 2 ): 8 = 0.9 (t, V HH = 6.4 Hz, 288 H, CH 2 Ci/ 3 ), 2.2-2.5 (br m, 288 

H, C/f2-N(C// 2 CH3) 2 ), 2.9 (br m, 96 H, CH 2 -N-P 3 ), 3.0 (d, 3 J H P3 = 9.2 Hz, 72 H, 
CH3-N-P3), 3.2-3.4 (br m, 54 H, CH 3 -N-P 1>2 )> 4.0 (br s, 48 H, N-H), 6.9-7.3 (br m, 
25 84 H, C 0 2 -H, C! 2 -H, C 2 2 -H), 7.4-7.7 (br m, 126 H, CH=N, C 0 3 -H, Ci 3 -H, C 2 3 -H). 
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"C {!H} NMR (CDC1 3 ): 5 = 11.4 (s, CH 2 CH 3 ), 30.6 (d, V C ?Z = 10.3 Hz, CH3-N- 
P 3 ), 32.5 (d, 2y CP = 12.7 Hz, CH 3 -N-Pi >2 ), 38.4 (s, CH 2 -N-P 3 ), 46.4 (s, CH 2 CH 3 ), 

(^p^p^HizreH^^ " 
128.2 (s, C 0 3, CA 132.0 (s, Co 4 ), 132.3 (s, C^), 133.1 (s, C 2 \ 135.2 (d, 3j CP3 = 
5 12.1 Hz, CH=N), 138.8 (d, 3^ CP = 12.1 Hz, CH=N), 150.4*(d, 2j CP2 = 6:8 Hz, C 2 l ); 
151.2(d,2j CP = 6.3Hz,C 0 1 ,C 1 l). 

Dendrimere 3-lG 4 l (rendement = 95%). 
31p {lH} NMR (CDCI3): 5 = 8.4 (P 0 ), 62.4 (Pi, 2t3 ), 68.0 (P 4 ). 
1 H NMR (CD2C12): 5 = 0.8 (br s, 576 H, CH 2 C// 3 ), 2.4 (br s, 576 H, CH 2 - 
,0 N(Ctf 2 CH 3 ) 2 ), 2.6-3.4 (br m, 462 H, CH3-N-P1, 2,3,4, CH 2 -N-P 4 ), 4.0 (br m, 96 H, 
N-H), 7.0-7.7 (m, 450 H, C6H4, CH=N). 

13 C {lH} NMR (CDCI3): 5 = 11.6 (s, CH 2 CH 3 ), 30.6 (d, 2/ CP4 = ">.4 Hz, CH 3 -N- 
P 4 ), 33.0 (d, 2y cp = 12.6 Hz, CH 3 -N-P lj2 , 3 ), 38.5 (s, CH 2 -N-P 4 ), 46.4 (s, 
CH 2 CH 3 ), 53.1 (d, 3j CP4 = 7.7 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 4 ), 121.5 (s, C 3 2), 121.8 (s, C Q 2, 
15 C X 2 C 2 2), 127.5 (s, C 3 3), 128.3 (s, C 0 3, C X l C 2 h 132.2 (s, C 0 4 , C^, C 2 4 ), 133.2 
(s, C 3 4 ), 135.1 (d, 3j CP4 = 12.0 Hz, CH=N) S 138.7 (br s, CH=N), 150.5 (d, 2j CP2 = 

7.4 Hz, C 3 1), 151.3 (br m, Co 1 , Cil, C 2 1). 

Dendrimere 3-[Gs] (rendement = 95%). 

31p {lH} NMR (CDC1 3 ): 8 = 62.4 (Pi,2, 3 , 4 ), 68.0 (P 5 ). 
20 lH NMR (CD 2 C1 2 ): 5 = 1.0 (br s, 1152 H, CH 2 C/f 3 ), 2.4 (br s, 1152 H, Ctf 2 - 
N(C// 2 CH 3 ) 2 ), 2.7-3.5 (br m, 942 H, CH 3 -N-Pi, 2 , 3 , 4 , 5 > CH 2 -N-P 5 ), 4.1 (m, 19 2 H, 
N-H), 7.0-7.8 (m, 930 H, C 6 H 4 , CH=N). 

13 C {lH} NMR(CDC1 3 ): 5 = 11.5 (s, CH 2 CH 3 ), 30.5 (d, V C ?5 = 11.1 Hz, CH3-N- 
P 5 ), 33.0 (d, 2j cp = 12.3 Hz, C^-N-P^^), 38.4 (s, CH 2 -N-P 5 ), 49.4 (s, 
25 CH 2 CH 3 ), 53.0 (d, 3J CP5 = 8.1 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 5 ), 121.4 (s, C 4 2), 121.7 (s, C 0 2, 
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C\\ C 2 \ C 3 2), 127.4 (s, C 4 3), 128.1 (s, C 0 3 , Ci 3 , C 2 3 , C 3 3 ), 132.1 (s, C 0 4 C^, 
C 2 4 , C 3 4 ), 133.1 (s, C 4 4 ), 135.1 (d, V C P5 = 12.1 Hz, CH=N), 138.7 (br s, CH=N), 
150.54d,2j ( ^3_^..6J^ 

- Procedures generates pour la synthese des produits de type 4-[G„] 
5 . . Une., solution comprenant 100 mg de dendrimeres neutres ,3-[G n ] 

(n=l, 36 mmol ; n=2, 15 mmol ; n=3, 7 mmol ; n=4, 3,3 mol ; n=5, 1,6 mmol) et de 
I'iodure de methyle (n=l, 27 ul, 0,43 mmol ; n=2, 22 0,36 mmol; n=3, 21 
0,34 mmol ; n=4, 20 0,32 mmol ; n=5, 19 ul, 0,3 1 mmol) dans 15 ml de DMF a ete 
agitee toute la nuit a temperature ambiante. La solution a ete sechee par Evaporation. 
10 La pate obtenue a ete lavee avec 20 ml d'un melange pentane/ether (1/1, v/v) pour 
obtenir une poudre jaune de dendrimeres methyles denommes 4-[G n ]. 
Dendrimere 4-[Gj] (rendement = 90%). 

31 P { l H} NMR (DMSO-rf 6 ): 8 = 7.3 (P 0 ), 68.1 (Pi). 

lH NMR (DMSO-d 6 y. 5= 1.3 (t, 3 JhH = 6.4 Hz, 72 H, CH 2 C/f 3 ), 3.1 (s, 36 H, + N- 
15 CH 3 ), 3.2 (d, VhPI = 10.4 Hz, 18 H, CH 3 -N-Pi), 3.3-3.7 (br s, 96 H, CH 2 ), 5.5 (br 
m, 12 H, N-H), 7.1 (d, V H H = 8.1 Hz, 12 H, Co 2 -H), 8.0 (s, 6 H, CH=N), 8.0 (d, 
3 ^HH = 8.1 Hz, 12 H, C 0 3 -H). 

i3 C {lH} NMR(DMSO-rf 6 ): § - 7.8 (s, CH 2 CH 3 ), 32.6 (d, 2 Jc?\ = 9.5 Hz, CH 3 -N- 
Pl), 34.9 (s, CH 2 -N-P!), 47.3 (s, + N-CH 3 ), 56.4 (s, CH 2 CH 3 ), 58.8 (s, CH 2 -CH 2 -N- 
20- P t ) r 120/7. is r G 0 2 )j' 1283, (s ? C 0 3 ), 133.2,(s, C 0 4 ), 137.4, (d,. 3 J C P1- = 14.2 Hz, 
CH=N), 149.9 (s, Co 1 ). 

Dendrimere 4-[G 2 ] (rendement quantitatif). 

3 lp {lH} NMR (DMSO-rf6): 5 = 7.3 (P 0 ), 61.7 (Pi), 68.1 (P 2 ). 

lHNMR(DMSO-^6): 5 = 1.3 (t, 3 -/HH = 6 - 2 Hz, 144 H, CH 2 C// 3 ), 3.1 (s, 72 H, +N- 
25 CH 3 ), 3.2-3.6 (m, 246 H, CH 3 -N-P! >2 , CH 2 ), 5.7 (br s, 24 H, N-H), 7.0-7.4 (m, 36 H, 
C 0 2 -H, Ci2-H), 7.7-8.2 (m, 54 H, CH=N, C 0 3 -H, Ci 3 -H). 

i3 C {lH} NMR (DMSO-</ 6 ): 8 = 7.8 (s, CH 2 CH 3 ), 32.2 (d, 2 JqV2 = 8-9 Hz, CH 3 -N- 
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P 2 ), 33.5 (d, V C P1 - 12.9 Hz, CH3-N-P1), 34.9 (s, CH 2 -N-P 2 ), 47.3 (s, +N-CH3), 
56.4 (s, CH 2 CH 3 ), 58.8 (d, V C P2 = 3.3 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 2 ), 121.3 (s, C X \ C 0 2 ), 



Hz, CH=N), 140.7 (br s, CH=N), 150.1 (d, 2j CP1 = 6 Hz, C^), 150.5 (s, Co 1 )- 
5 Dendrttoere 4^103] (rendement quantitatif). 

31p {lH} NMR(DMSO-</ 6 ): 5 = 6.9 (P 0 ), 61.9 (P 1>2 ), 68.1 (P 3 ). 
lH NMR (DMSO-^6): 6 = 1.3 (br s, 288 H, CH 2 Ctf 3 ), 3.1 (s, 144 H, +N-CH3), 3.1- 
3.6 (m, 510 H, CH 3 -N-Pi, 2 , 3 , CH 2 ), 5.5 (br s, 48 H, N-H), 7.0-7.4 (m, 84 H, C 0 2-H, 
d2-H, C 2 2-H), 7.7-8.2 (m, 126 H, CH=N, C 0 3 -H, C^-H, C 2 3-H). 
10 13C { lH} NMR (DMSO-</ 6 ): 5 = 7.7 (s, CH 2 CH 3 ), 32.2 (d, 2j CP3 = 9.4 Hz, CH3-N- 
P 3 ), 33.5 (m, CH 3 -N-Pi, 2 ), 34.9 (s, CH 2 -N-P 3 ), 47.3 (s, +N-CH3), 56.4 (s, 
CH 2 CH 3 ), 58.8 (d, 3j CP3 = 4.8 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 3 ), 121.0 (br s, C 0 2 , C X \ C 2 2 ), 
128.5 (br s, C 0 3, C^, C 2 3 ), 132.3 (s, C 0 4 , Ctf, 133.2 (s, C 2 *X 137.1 (d, 3/ CP3 = 
12.1 Hz, CH=N), 141.0 (br s, CH=N), 150.1 (d, 2j CP2 = 6.2 Hz, C 2 1), 150.7 (br s, 
15 C 0 l,Cil). 

Dendrimere 4-[G4l (rendement quantitatif). 
31p {lH} NMR (DMSO-^6): 8 = 6 3 ( P 0>> 6! - 6 ( p l,2,3)> 68.0 (P 4 ). 
lH NMR (DMSO-45): 5=1-3 (br s, 576 H, CH 2 CH 3 ), 3.1 (s, 288 H, +N-CH 3 ), 3.1- 
3.6 (m, 1038 H, CH 3 -N-Pi, 2 , 3 , 4 , CBfr 5.5 (br s, 96 H, N-H), 7.1-8.5 (m, 450 H, 
20 C6H4, CH=N). 

13C {lH} NMR (DMSO-^ 6 ): 5 = 7.8 (s, CH 2 CH 3 ), 32.2 (d, 2j CP4 = 9.5 Hz, CH3-N- 
P 4 ), 33.6 (d, 2y cp = 7.6 Hz, CH 3 -N-Pi, 2 , 3 ), 34.9 (s, CH 2 -N-P 4 ), 47.3 (s, +N-CH3), 
56.4 (s, CH2CH3), 58.7 (d, 3j CP4 = 4.8 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 4 ), 121.2 (br s, C 0 2 , C X \ 
C 2 2 C 3 2), 128.2 (br s, C Q 3, C,3, C 2 3 , C 3 3), 132.2 (s, C^, C^, C 2 *), 133.2 (s, 
25 C 3 4), 137.1 (d, 3j CP4 = 9.4 Hz, CH=N), 140.8 (br s, CH=N), 150.0 (d, 2j CP2 = 6.2 
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Hz, C 3 1), 150.7 (brs,C 0 1 ,C 1 l,C 2 1 ). 

Dendrimere 4-[Gs] (rendement quantitatif). 

glPJiHl NMR (DMSO-^: 8 = 61.6 (Pi;>,3,4)- 68.0 <P S ). 

*H NMR (DMSO-rf 6 ): 5 = 1.3 (br s, 1 152 H, CH 2 C// 3 ), 3.1 (s, 576 H, + N-CH 3 ), 3.1- 
; 3.6 (m, 2094 H, CHs-N-Pi^^, CH 2 ), 5.4 (m, 192 H*N-H), 7.2-8.5 (m, 930 H, 
C 6 H 4 , CH=N). 

13 C { lH} NMR (DMSO-rf 6 ): S = 7.8 (s, CH 2 CH 3 ), 32.3 (br s, CH 3 -N-P 5 ), 33.5 (br s, 
CH 3 -N-P 1>2 , 3 ,4)> 34.9 (s, CH 2 -N-P 5 ), 47.3 (s, +N-CH 3 ), 56.4 (s, CH 2 CH 3 ), 58.8 (d, 
3j CP = 5.0 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 5 ), 121.3 (br s, C 0 2 , C^, C 2 2, C 3 2, C 4 2), l 2 8.2 (br s, 

10 C 0 3, C { \ C 2 3, C 3 3, C4 3 ), 132.2 (s, C 0 4 , C^, C 2 4, C 3 *), 133.2 (s, C 4 4) 5 137.2 (d, 
3j CP4 = 9.7 Hz, CH=N), 141.2 (br s, CH=N), 150.1 (d, 2j CP2 = 6 .0 Hz, C4I), 150.7 
(br s, Co 1 ,C l l,C 2 1 ,C 3 l). 

- Procedures generates pour la synthese des produits de type 5-[G n ] 
La resine a fort pouvoir echangeur d'anions AG1-X8 a ete ajoutee a 

15 une suspension de 100 mg de dendrimeres methyles 4-[G n ], (sous forme d'iodures), 
(n=l, 22 H-mol ; n=2, 10 jamoi ; n=3, 4,7 jimol ; n=4, 21 (jmol ; n=5, 1,1 ^mol) dans 
1'eau distillee (n=l, 25 ml ; n=2, 23 ml ; n=3, 22 ml ; n=4, 21 ml ; n=5 ; 20 ml), dans 
les proportions indiquees (n=i, 1,24 g ; n=2, 1,13 g ; n=3, 1,06 g ; n=4, 1,03 g ; n=5, 
1 g) et melangee doucement pendant une heure. La pate obtenue a ete lavee avec 

20 20 mL d!un. melangs^pentane/ether v/v) v pour obtenir une poudre blanche de 

dendrimeres methyles, sous forme acetate, denommes 5-[G n J. 8 a 10 % des ramifica- 
tions terminales sont modifiees lors de Techange de contre-ions avec la resine et ont 
ete provisoirement attribues a une forme demethylee puisque les resultats de RMN 
etaient identiques a ceux des dendrimeres neutres portant des amines tertiaires (3-[G n ], 

25 (Ces ramifications terminales mineures ont ete indiquees par une asterisque dans les 
resultats de RMN presentes ci-dessous et les rendements correspondent (n=l, 1,24 g ; 
n=2, 1,13 g ; n=3, 1,06 g ; n=4, 1,03 g ; n=5, 1 g)t a ceux du dendrimere total. 
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Dendrimere 5-[Gi] (rendement = 90%). 
31p {lH} NMR (CD3OD): 8 = 7.8 (P 0 ), 69.8 (Pi*), 70.3 (Pi). 
1H-NMR (DMSG^S 



Hz, 66 H, CH 2 Ctf 3 ), 1.7 (s, 33 H, CH3COO-), 2.5 (m, 6 H, C// 2 *-N(Ctf2*CH 3 )2), 
5" 3.1 (s;3TH, +N-CH3X 3:2 (d, 3j HPl = 8.3 Hz, 18 H, CH3-N-P1), 3.3-3.7 (m, 90 H, 
CH 2 ), 7.1 (d, V HH " 8-3 Hz, 12 H, C 0 2 -H), 7.6 (b, 12 H, N-H), 7.8 (s, 6 H, CH=N), 
7.8 (d, 3Jh H - 8.3 Hz, 12 H, C 0 3 -H). 

13c {lH} NMR (DMSO-J6): 5 = 7.6 (s, CH 2 CH 3 ), 11.9 (s, CH 2 C*H 3 ), 25.6 (s, 
CH 3 COO-), 32.2 (d, 2j cpi = 9.5 Hz, CH3-N-P1), 38.8 (s, CH 2 -N-Pi), 46.6 (s, 
10 C*H 2 CH 3 ), 47.0 (s, +N-CH3), 54.5 (s, C*H 2 -CH 2 -N-Pi), 56.2 (s, CH 2 CH 3 ), 59.1 (d, 
3y cpi = 5.3 Hz, CH 2 -CH 2 -N-Pi), 120.6 (s, C 0 2 ), 127.9 (s, C 0 3 ), 133.7 (s, C 0 4 ), 
135.8 (d, 2y cpo = 10.8 Hz, CH=N), 149.8 (s, Co 1 ), 173.7 (s, CH3COO-). 
UV-vis (H 2 0): Xmax (e, M'l x cm-1) 284 nm (1.2 x 105). 

Dendrimere 5-[G2l (rendement = 95%). 
15 31 P {1 H } NMR (CD3OD): 8 = 8.4 (P 0 ), 62.3 (Pi), 69.5 (P 2 *), 70.1 (P 2 )- 

lH NMR (DMSO-rf 6 ): 8 = 1.0 (br t, 12 H, CH 2 Ctf 3 % 1.3 (br s, 132 H, CH 2 Ci/ 3 ), 
1.7 (s, 66 H, CH3COO-), 2.5 (br m, 12 H, Ci/ 2 *-N(C// 2 *CH 3 ) 2 ), 3.1 (s, 66 H, +N- 
CH 3 ), 3.2-3.6 (m, 234 H, CH 3 -N-Pi, 2 , CH 2 ), 7.1-7.3 (br m, 36 H, C 0 2 -H, C^-H), 
7.6 (br s, 24 H, N-H), 7.7 (s, 12 H, CH=N), 7.8-8.1 (br m, 42 H, CH=N, C 0 3 -H, Q 3 - 
20 H). 

13 C {lH> NMR (DMSO-^6): 5 = 7.6 (s, CH 2 CH 3 )> ( s > CH 2 C*H 3 ), 25.6 (s, 
CH3COO-), 32.1 (d, 2j CP2 = 9.3 Hz, CH 3 -N-P 2 ), 33.2 (d, V C V\ = 13.4 Hz, CH3-N- 
Pl), 35.0 (s, CH 2 -N-P 2 ), 46.6 (s, C*H 2 CH 3 ), 47.0 (s, +N-CH3), 54.5 (s, C*H 2 -CH 2 - 
N-P 2 ), 56.2 (s, CH 2 CH 3 ), 59.1 (d, 3 / cp2 = 5.3 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 2 ), 121.3 (s, C 0 2 , 
25 C1 2 ), 127.9 (s, Ci3), 128.5 (s, C 0 3 ), 132.3 (s, C 0 4 ), 133.8 (s, 135.7 (br s, 
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CH=N), 149.8 (d, 2/ C Pl = 6.5 Hz, C! 1 ), 150.7 (s, Co 1 ), 173.7 (s, CH3COO-). 

UV-vis (H 2 0): X max (e, M' 1 x cm" 1 ) 284 nm (4.1 x 10 5 ). 
Dendrimere 5- fG^] (rendem ent = 95% ). 

31P { l H} NMR (CD3OD): 8 = 8.4 (P 0 ), 62.3 (P 1>2 ), 69.5 (P 3 *), 70.1 (P 3 ). 
5 lH NMR (DMSOW 6 ): 8 = 1.0 (br t, 30 H, CH 2 Ctf 3 *), 1.3 (br s, 258 H, CH 2 C// 3 ), * 

1.7 (s, 129 H, CH 3 C0O-), 2.5 (br m, 30 H, Ctf 2 *-N(C// 2 *CH 3 ) 2 ), 3.1 (s, 129 H, +N- 

CH 3 ), 3.1-3.6 (m, 480 H, CH 3 -N-P 1>2)3 , CH 2 ), 7.1-7.5 (br m, 108 H, C 0 2 -H, C^-H, 

C 2 2-H, N-H), 7.5-8.1 (br m, 126 H, CH=N, C 0 3 -H, C^-H, C 2 3-H). 

13 C {lH} NMR (DMSO-^6): 6 = 7.6 (s, CH 2 CH 3 ), 11.9 (s, CH 2 C*H 3 ), 25.2 (s, 
10 CH 3 COO-), 32.1 (d, 2j C p 3 = 9.0 Hz, CH 3 -N-P 3 ), 33.2 (br m, CH 3 -N-P 1>2 ), 35.0 (s, 

CH 2 -N-P 3 ), 46.6 (s, C*H 2 CH 3 ), 47.1 (s, + N-CH 3 ), 54.5 (s, C*H 2 -CH 2 -N-P 3 ), 56.3 

(s, CH 2 CH 3 ), 59.1 (d, 3j cp3 . 5.7 Hz, CH 2 -CH 2 -N-P 3 ), 121.3 (br s, C 0 2 , C { 2 , 

C 2 2), 128.0 (s, C 2 3), 128.5 (s, C 0 3 , C^), 132.4 (s, C 0 4 , C^), 133.8 (s, C 2 4 ), 136.3 

(br d, C 2 4-CH=N), 141.0 (br m, CH=N), 150.1 (d, 2/ CP2 = 6.3 Hz, C 2 l ), 151.0 (d, 
15 2y cp = 71 Hz, Co 1 , C! 1), 173.7 (s, CH3COO-). 

UV-vis (H 2 0): X max (e, M" 1 x cm-1) 286 nm (7.4 x 10 5 ). 

Dendrimere 5-[G4] (rendement = 95%). 

31 P {lH} NMR (CD 3 OD): S = 8.2 (P 0 ), 62.2 (Pi,2, 3 ), 69.9 (P 4 ). 

l H NMR (DMSO-</ 6 ): 8 = 1.0 (br m, 60 H, CH 2 Ctf 3 *), 1.3 (br s, 516 H, CH 2 C// 3 ), 
20 1.7 (s, 258 H, CH 3 COO"), 2.5 (m, 60 H, Ctf 2 *-N(C// 2 *CH 3 ) 2 ), 3.1 (s, 258 H, +N- 

CH 3 ), 3.1-3.6 (m, 978 H, CH 3 -N-P 1>2>3>4 , CH 2 ), 7.0-8.2 (m, 546 H, C 6 H 4 , CH=N, 

N-H). 

13 C OH} NMR (DMSCw/ 6 ): 8 = 7.6 (s, CH 2 CH 3 ), 11.9 (s, CH 2 C*H 3 ), 24.7 (s, 
CH 3 COO"), 32.1 (d, 2y cp4 = 9.6 Hz, CH 3 -N-P 4 ), 33.2 (d, 2y cp = 1 1.2 Hz, CH 3 -N- 
25 p l ,2,3). 35.0 (s, CH 2 -N-P 4 ), 46.6 (s, C*H 2 CH 3 ), 47.0 (s, + N-CH 3 ), 54.5 (d, 3j cp4 = 
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3.9 Hz, C*H 2 -CH 2 -N-P 4 ), 56.3 (s, CH 2 CH 3 ), 59.2 (d, 3 J C P4 = 5.7 Hz, CH 2 -CH 2 -N- 
P 4 ), 121.2 (s, C 3 2), 121.6 (s, Co 2 , Ci 2 C 2 2 ), 127.9 (s, C 3 3 ), 128.5 (s, C 0 3 , Q 3 , 

C^V132^ > -cA€l4-G2 4 )^ 3 .7 (s , C 3 4 ), 1 35,8^, Cs^-gH ^O, 111.0 (br s, 

CH=N), 149.9 (d, 2/ cp3 = 6.3 Hz, C3I), 151.0 (br m, Co 1 ,^*, C 2 1), 173.7 (s, 

5 CH3COO-). 

UV-vis (H 2 0): X max (£, M-l x cm-1) 288 nm (1.6 x 10 6 ). 

Dendrimere 5-[Gs] (rendement = 95%). 
31p {lH} NMR (DMSO-^6): § = 62.2 ^1,23,4), 69.9 (P 5 ). 

lHNMR(DMSO-^6): 5= 1.0 (m, 114 H, CH 2 C/f 3 *), 1.3 (m, 1038 H,CH 2 C# 3 ), 1-7 
10 (s, 519 H, CH 3 COO-), 2.5 (m, 114 H, C// 2 *-N(C// 2 *CH 3 ) 2 ), 3.1 (s, 519 H, +N- 
CH 3 ), 3.1-3.6 (m, 1980 H, CH 3 -N-Pi >2 , 3 ,4,5> CH 2 ), 7.0-8.2 (m, 1122 H, C 6 H 4 , 
CH=N, N-H). 

13c {lH} NMR (DMSO-d 6 ): 8 = 7.6 (s, CH 2 CH 3 ), 11.9 (s, CH 2 C*H 3 ), 24.7 (s, 
CH 3 COO"), 32.1 (d, 2/ CP5 = 9.6 Hz, CH 3 -N-P 5 ), 33.2 (d, 2 J C P = H 2 Hz, CH 3 -N- 

15 PU,3,4), 35.0 (s, CH 2 -N-P 5 ), 46.6 (s, C*H 2 CH 3 ), 47.0 (s, +N-CH 3 ), 54.5 (d, 3j CP5 
= 3.9 Hz, C*H 2 -CH 2 -N-P 5 ), 56.3 (s, CH 2 CH 3 ), 59.2 (d, 3/ C P5 = 5.7 Hz, CH 2 -CH 2 - 
N-P5), 121.2 (s, Co 2 , C! 2 C 2 2 , C 3 2 , C 4 2), 127.9 (s, C 4 3), 128.5 (s, C 0 3 , C^, C 2 3 , 
C 3 3), 132.3 (s, Co 4 , C1 4 , C 2 4 , C 3 4 ), 133.7 (s, C 4 4 ), 135.9 (br s, C 4 4 -CH=N), 141.0 
(br s, CH=N), 149.9 (d, 2 J C P3 = 6.5 Hz, C 4 1), 151.0 (br m, C 0 l , C^. C 2 1, C 3 t), 

20 173.7 (s,CH 3 COO"). 

UV-vis (H 2 0): X max (e, M-l x cm-1) 284 nm (3.7 x 106). 

EXEMPLE 2 : Experiences de transfection. 

Les resultats obtenus avec ces differents dendrimeres phosphores 
polycationiques ont toujours montre une efficacite optimale avec un rapport de 
25 charges N/P compris entre 5 (figure 4) et 1 0 (figure 5) (rapport N/P=nombre d'atomes 
d' azote terminaux du dendrimere par phosphate de l'ADN). Ainsi, il a ete decide de 
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fafon arbitraire de comparer l'efficacit^ de transfection de differentes generations de 
dendrimeres phosphores (P-dendrimeres) avec celle du PEI lineaire ExGen 500, 
possedant 5 a 10 equivalents amines par nucleotide. 

Avec-5~e~qirirafen^ 

5 5 differentes generations de dendrimeres protones de type 2-[G n ], testes sous forme de 
chiorhydrates? ont permis* d'obtenir une expression significative du transgeneu Une r . 
augmentation de 10 s a presque 10 9 unites relatives de luminescence (RLU)/mg de 
proteine a ete observee. L'efficacite de transfection augmente avec la taille du 
dendrimere (nombre de generation) mais atteint un plateau & partir de la troisieme 
10 generation, avec des valeurs comprises entre 10 8 et 10 9 RLU (Fig. 4). Par consequent, 
2-[Xj4] a ete choisi pour etudier plus en detail, l'efficacite de transfection de ces 
nouveaux dendrimeres cationiques phosphores, dont la structure est presentee sur la 
figure 2. 

II faut remarquer que les transfections effectuees en presence de 
15 serum conduisent a une plus faible toxicite. De ce fait un niveau d' expression plus 
eleve est observe pour les transfections effectuees en presence de serum par rapport a 
celles effectuees sans serum (Fig. 4A et 4B), panneaux droits et gauches, respective- 
ment). 

Sans essayer d'optimiser davantage leurs conditions de transfection, 
20 les dendrimeres de la troisieme & la cinquieme generation se sont reveles aussi effi- 
caces que le PEI lineaire utilise en conditions optimales. 

En revanche, les formes methylees 5-[G n ] se sont montrees plutot 
toxiques et peu efficaces pour transfecter des acides nucleiques dans des cellules euca- 
ryotes (Fig 5A et 5B). Ce phenomene peut s'expliquer du fait d'une densite de charge 
25 positive stable qui peut perturber la membrane ceilulaire et provoquer la mort cellu- 
laire. La diminution de la densite de charge des formes methylees n'est pas realisable 
sans degrader le dendrimere, en revanche la densite de charge des derives chlorures 
(2-(G n ] peut etre modulee par des modifications micro-environnementales du pH 
lorsqu'ils approchent la membrane ceilulaire. De plus, la possibility de moduler la 
30 densite de charge des derives chlorures des dendrimeres joue peut-etre un role cle 
dans le relargage du gene luciferase a partir de Tendosome. Ces dendrimeres se 
comportent peut-etre comme des reservoirs a proton dans les compartiments cellu- 
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lakes, leur densite de charge etant controlee d'une part par des pompes a protons 
couplees a des ATPases et d'autre part par des modifications intracellulaires de la 
concentration en chlorures. La possibility de reduire la densite de charge cationique de 
ces dendnmeres p hosphores, a I'mteneur oull^teniuFdes cellules: serait un avan- 



5 tage pour la realisation d'experiences in vivo, comme cite precedemment (26). 
-Produit^chimiques-- •» 

Le PEI lineaire de 22 kDa (ExGen 500) a ete foumi par Euromedex 
(Souffelweyersheim, France). 

- Lignees et culture cellulaires. 

, 0 Les fibroblastes murins NIH3T proviennent de l'ATCC (Rockville, 

MA, USA) et sont cultives en milieu Dulbecco modifie par Eagle (DMEM). Les 
milieux de culture sont supplements avec 10 % de serum de veau foetal (D. Dutscher, 
Brunath, France), 2 mM L-glutamine (Gibco-BRL), 100 unites/ml de penicilline 
(Gibco-BRL) et 100 ug/ml de streptomycine (Gibco-BRL). Les cellules sont mainte- 

15 nues a 37°C, en atmosphere humide contenant 5 %de C0 2 - Lorsque les cellules 
atteignent 80 % de confluence, elles sont decollees par une solution saline de trypsine- 
EDTA (Gibco-BRL), diluees d'un facteur dix et cultivees dans un nouveau flacon. 

- Plasmides 

PCMV-luc, codant pour la luciferase de Photinus pyralis, sous le 
20 controle des sequences promoteur/enhanceur du cytomegalovirus ont ete gracieuse- 
ment fournies par le Dr. M. Scarpa (CRIBI, padoue, Italie). Les plasmides ont ete 
purifies sur des colonnes Qiagen (Rockford, USA), a partir de la souche XL1 d'E. 
Coli transformee. 

- Transfection des cellules 

25 Les cellules adherentes ont ete ensemencees dans des plaques a 24 

puits (Costar, D. Dutscher, France), la veille de la transfection, de facon a atteindre 60 
a 70 % de confluence, le jour de la transfection. Toutes les experiences ont ete faites 
en triple. Les cellules ont ete rincees avant la transfection et 1 ml de milieu avec ou 
sans serum a ete ajoute dans chaque puits. 2 ug de plasmide (solution a 1,5 mg/ml en 

30 tampon 1 0 mM Tris- 1 mM EDTA, pH 7,4) ont ete dilues dans 50 ul de NaCl 0,1 5 M. 

Le rapport N/P (azote :phosphate) correspond a la quantite de poly- 
mere necessaire pour avoir un residu amine (43Da=poids moleculaire moyen (M w ) 
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pour le PEI ; pour les dendrimeres la molarite en azote des residus amine a ete calcu- 
lee en divisant le M w par le norabre de charges pour chaque generation), par 
phosphate d'acide nucleique (M w 330), (12). La quantite necessaire de PEI lineaire 
(ExG^n5O0)~et-de dendrimeres (aTp^tiFde^olutions stock "deTEI'erae dendrimeres 
5 correspondant a 10 mM d'azote, sous forme amine, dans Peau MilliQ sterile) a ete 
diluee dans ^60 |al de NaCK0;*5 M,* vortexee doucement et centrifugee. Apres 15 ming - 
le vecteur cationique a ete ajoute en une seule fois, a la solution de plasmide [et pas 
dans Pordre inverse, (12)] puis le melange a ete vortexe et centrifuge. Les quantites et 
les volumes indiques ci-dessus correspondent a un puits et ont en fait ete multiplies 

10 par trois et distribu^s dans trois puits. Apres 10 min, le melange a ete ajoute sur les 
cellules et le sumageant a ete reparti de fa9on homogene par une legere rotation 
manuelle horizontal. Tout de suite apres, la plaque de culture a ete centrifugee 
(Sigma 3K10, Bioblok, France), pendant 5 min a 1500 rpm (280 g). Apres 2 a 3 
heures d* incubation, 1 10 pi de s6rum de veau foetal a ete ajout6 aux puits sans serum. 

15 ies cellules ont ete cultivees pendant 24 h puis 1' expression du gene rapporteur a ete 
testee. 

- Mesure de la luciferase 

L'expression du gfene luciferase a ete mesuree par luminescence. Le 
milieu de culture a 6te enleve et le lysat cellulaire a ete recolte apres incubation de 30 

20 min a temperature ambiante dans le tampon de lyse lx (Promega, USA). Le lysat a ete 
vortexe doucement et centrifuge k 140000 rpm( 17530 g), pendant 5 min, & 4°C. 20 jal 
de lysat ont ete dilues dans 100 de tampon de reaction luciferase (Promega, USA) 
et la, luminescence. a. et4,mesuree..p^n4ant f> l.a sec^CIylediatoxs.RhL^yienne,, Autrjche)^ 
Les resultats ont ete exprimes en unite de luminescence par mg de proteine (mesure 

25 par le test BCA, Pierce). 
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F.XFMPLE3 : Pourcentages de viabilite des cellules transfectees conformement a 
l'exemple 2. 



Dendrimeres-N 1 Et 2 H, CI 

- S-iauivalents — MH&uivalents- 


Dendrimeres-N^EtiMe, CH 3 C0 2 

S-equivalents — 1£ equivalents- 


G, 


95 


105 


G, 


90 


88 


G 2 


91 


83 


G 2 


91 


101 


Gs 


83 


90 


G 3 1 


87 


99 


G 4 


94 


91 


G 4 


99 


95 


G 5 


90 


80 


G 5 


108 


92 



PE1 lineaire : 5 equivalents : 69 ; 10 equivalents : 84 
5 PE1 reticule : 5 equivalents : 102 ; 10 equivalents : 91 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1 'invention ne se limite 
25 nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a 1'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du . 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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R F. W.NDTC ATIONS 
1°) Dendrimeres phosphores polycationiques, caracterises en ce 

qu'ils sont constitues : 

ra r une 5oucEe~ceWale^usTaToime _ d'Tm noyau central Fo compre- 



5 nant 2 a 8 groupements fonctionnalises, 

- de n couches, intermediaires, identiques ou differentes^chacune 
desdites couches intermediaires etant constituee d'unites P, repondant a la formule II : 



10 



L— M — C = N — N — P / 

I I II X 0D 

R, R 2 E 



dans laquelle : 

L est un atome d'oxygene, de phosphore ou de soufre, 
15 M represente Pun des groupes suivants : 

• un groupe aromatique di-, tri- ou tetrasubstitue par des groupes 
alkyles, des groupes alcoxys, des groupements insatures du type 
olefinique en d-Cu, azolque, acetylenique, tous ces groupes 
pouvant incorporer ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, 

20 d' azote, de soufre ou des halogenes, ou 

• un groupe alkyle ou alcoxy comportant plusieurs substituant tels 
que definis lorsque M est un groupe aromatique, 

R, et R 2 , qui peuvent etre identiques ou differents, representent un 
atome d'hydrogene ou Pun des groupes suivants : alkyle, alcoxy, aryle, comportant ou 
25 non des atomes de phosphore, d'oxygene, de soufre, d'azote ou des halogenes avec R 2 
etant le plus souvent different de R[, 

n est un nombre entier compris entre 1 et 1 1 , 

E est un atome d'oxygene, de soufre ou d'azote, ledit atome d'azote 
pouvant etre li6 a un groupe alkyle, alcoxy ou aryle, tous ces groupes pouvant incor- 
30 porer ou non des atomes de phosphore, d'oxygene, d'azote, de soufre ou des halo- 
genes, 

- une couche externe constituee d'unites P 2 , identiques ou diffe- 
rentes, et repondant a la formule III : 
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R 3 



N — W — N 



X 



X- 



R4 



Rs 



dans laquelle : 

R 5 represente un atome d'hydrogene ou Tun des groupes suivants : 
alkyle, alcoxy, aryle, ces groupes comportant ou non des atomes de phosphore, 
10 d'oxygene, d' azote, de soufre ou des halogenes. 

W represente Pun des groupes m suivants : alkyle, alcoxy, aryle, tous 
ces groupes comportant ou non des atomes de phosphore, d'oxygSne, d'azote, de 
soufre ou des halog&nes. 

R 3 et R4 qui peuvent etre identiques ou differents represented un 

15 groupe en C1-C5, 

X represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C5 ou 

est nul et 

Z represente un ion halogenure, un groupe alkylCOO" ou tout autre 
groupement anionique comportant des atomes de carbone, d'oxygene, de soufre, 
20 d'azote, de phosphore ou d'halogenes, ou est nul. 

2°) Dendrimeres selon la revendication 1 , caracterises en ce que le 
noyau central P 0 est selection^ dans le groupe constitue par le groupement de 
formule generate la : 



25 



y 



ou le groupement de formule generate lb : S=P^ 
30 3°) Dendrimeres selon la revendication 1 ou la revendication 2, 

caracterises en ce qu'ils presentent des unites terminates de formule III, dans 
lesquelles X represente un atome d'hydrogene, R 5 est un atome d'hydrogene, W 
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represente un groupe (CH 2 ) 2) R 3 ct R4 sont identiques et represented des groupes 
ethyie, Z est un ion chlorure et n est un nombre entier compris entre 1 et 1 1 

4°) Dendrimeres selon la revendication 1 ou la revendication 2, 

^ara^W~errce - qums^reseHelnT deTunites terminates de ~ftrmule~m, dans 

5 lesquelles X represente un groupe methyle, R 5 est un atome d'hydrogene, W 
represente un groupe (CH 2 h, R3 et R4 sont identiques et representent des groupes ~ 
ethyie, Z est un groupe CH 3 COO' et n est un nombre entier compris entre 1 et 1 1 . 

5°) Composition capable d'agir corrune agent de transfection d'une 
sequence d'acide nucleique vers une cellule eucaryote, caracterisee en ce qu'elle 
10 comprend un acide nucleique et un dendrimere phosphore polycationique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 4, operativement couple audit acide nucleique. 

6°) Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

7°) Composition selon la revendication 5 ou la revendication 6, 
15 caracterisee en ce que le rapport N/P, dans lequel N correspond aux groupes catio- 
niques terminaux du dendrimere (amines chargees) et P correspond aux groupes 
phosphates dudit acide nucleique, est compris entre 5 et 10. 

8°) Composition selon l'une quelconque des revendications 5 a 7, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre un agent de permeabilisation de la 
20 membrane capable de transporter ledit acide nucleique a travers les membranes cyto- 
plasmiques ou endosomales de ladite cellule eucaryote. 

9°) Composition selon l'une quelconque des revendications 5 a 7, 
caracterisee en ce que ledit dendrimere phosphore polycationique est associe de 
maniere non-covalente avec ledit acide nucleique. 
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noyau 




1-CGal 



24 eq H 2 N(CH2)2N(CH 2 CH3)2 
THf*A, l ntiSTtvRT 



noyau^| 2 ^ N -CH 2 -CH 2 -|^2-CH3 } , 2 . ^ 

cr 



24 eq NaOH 1M 
H 2 0 A, 15.\.RT 



noyau 





24 eq CH 3 I 

DMF, 1 nuit , RT 




noya U ^| 2 ^CH 2 -CH r ^££ 

'240 eq AG1-X8 
H 2 0 A, 1 h. . , RT 




noyai 



H3C \ \ 

t2t N-CH 2 -CH 2 ^:g^^3 



CH3C00- 



2'12 



3 -[Gd 



4-[G 2 ] 



5 - [G 2 ] 



*■ •** 1 r . Vt 



FIGURE 3 
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